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Abkürzungsverzeichnis  
 
BF  Body Fluid 
CD  Cluster of Differentiation 
CEA    Carzinoembryonales Antigen 
CSF   cerebrospinal fluid (Liquor cerebrospinalis) 
DAPI  4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (Fluoreszenzfarbstoff) 
DNA   Desoxyribonukleinsäure  
FSC  Vorwärtsstreulicht (forward scatter) 
g  Gramm (Maßeinheit) 
g  mittlere Erdbeschleunigung (9,81 m/s²) 
kDa  Kilodalton 
l  Liter 
LWK  Lendenwirbelkörper 
Ml  Milliliter 
MN  mononukleäre Leukozyten 
ng  Nanogramm 
PMN  polymorphkernige Leukozyten 
RBC  red blood cells (Erythrozyten) 
SAB  Subarachnoidalblutung 
SSC  sidewards scatter (Seitwärtsstreulicht) 
WBC  white blood cells (Leukozyten) 
ZNS  Zentrales Nervensystem 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
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1. Einleitung 
Die Zellzählung im Liquor gehört zu den besonderen Herausforderungen in der Labor-
medizin. Sämtlichen Messmethoden gemeinsam ist die schlechte Aussagekraft der 
Messergebnisse, sobald es zu Zeitverzögerungen zwischen Abnahme des Liquors und 
der Analyse kommt. Daher ist die möglichst zeitnahe Analyse im Labor, welche durch 
den Einsatz von Hämatologie-Analyzern gewährleistet wird, besonders wichtig. Trotz 
fortschreitender Automatisierung dient die Kammerzählung in der Fuchs-Rosenthal-
Kammer häufig als Referenz. Diese ist jedoch stark von der Erfahrung des Untersuchers 
abhängig und äußerst personal- und zeitintensiv. Eine Alternative zur manuellen Zäh-
lung stellt die Analyse mittels Immunphänotypisierung dar. Bei dieser Methode werden 
Oberflächenantigene von Zellen mit spezifischen Antikörpern markiert. Liegen 
markierbare Oberflächeneigenschaften bei mehreren Zellpopulationen vor, so wird 
durch die Kombination verschiedener Antikörper eine eindeutige Zuordnung gewährleis-
tet. Diese Methode ist für den klinischen Alltag nicht praktikabel, da sie sowohl personal- 
als auch kostenintensiv ist. In der Praxis werden häufig Durchflusszytometer wie der 
Advia2120 benutzt. Die Problematik bei der Analyse des Liquors besteht hauptsächlich 
in den extrem kleinen Zellzahlen in der Probe. Somit fallen Analysefehler relativ gese-
hen sehr stark ins Gewicht. Ein weiterer Störfaktor ist die Beimengung von Erythrozyten 
in der Probe. Führende Hersteller wie die Firma Siemens Healthcare Diagnostics for-
dern für ihre Geräte wie den ADVIA®2120 ab 1500 Erythrozyten/µl die Durchführung 
einer Verdünnung. Bisherige  Studien wie in Aune et al. (2004) benannten schon das 
Problem, dass es häufiger zu Fehlbestimmungen bei der Beimengung von Erythrozyten 
kommen kann. Wurde die vorgeschriebene Wartezeit von 4 Minuten nach Verdünnung 
mit der CSF-Reagenz eingehalten, wurden zu hohe Leukozytenzahlen und zu niedrige 
Erythrozytenzahlen gemessen. Die Autoren empfahlen eine Verlängerung der Einwirk-
zeit. Kleine et al. zeigte 2010, dass durch die Benutzung des Advia120 CSF- 
Verdünnungsreagenzes ungefähr die Hälfte aller Proben, zu niedrig bestimmte Zellzah-
len aufwiesen. Eine alleinige Verlängerung der Probeninkubationszeit kann also nicht 
die Lösung des Problems darstellen. Die Firma Sysmex bringt mit dem Sysmex XE5000 
ein Gerät auf den Markt, welches für blutige Liquores keinerlei Verdünnungsstufen for-
dert. Dies eliminiert Verdünnungsfehler und optimiert die zeitliche Probenanalyse. 
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1.1 Physiologie von Leukozyten im Liquor 
Die Kenntnis der physiologischen Zusammensetzung des Liquors, sowie das Verständ-
nis von Abweichungen von der Normalzusammensetzung als Wegweiser zur korrekten 
Diagnose, soll die Basis dieses Abschnittes sein. Da der Liquor aufgrund seiner gerin-
gen Zellzahl besonders anfällig für Störfaktoren ist und kleinste Veränderungen der 
Liquorkonstellation schon große therapeutische Konsequenzen nach sich ziehen, soll 
hierauf besonders eingegangen werden. 
Leukozyten sind Zellen des Immunsystems. Man unterscheidet die unspezifische Ab-
wehr (natürliche oder angeborene Immunabwehr) und die spezifische Abwehr (erworbe-
ne oder adaptive Immunabwehr). Die unspezifische Abwehr erkennt Fremdstoffe an 
häufig vorkommenden Oberflächeneigenschaften und kann diese ohne Aktivierung 
zerstören. Die spezifische Abwehr hingegen verfügt über Rezeptoren, die Fremdstoffe 
differenziert erkennen. 
Das normale Zellbild des Liquors setzt sich aus Lymphozyten und Monozyten zusam-
men. Das Verhältnis von Lymphozyten zu Monozyten beträgt bei durch 
Zytozentrifugation gewonnenem Sediment 70:30 (Kölmel, 2005; Kluge et al., 2005). Das 
durch Spontansedimentation in der Sayk-Kammer gewonnene Sediment hat ein Ver-
hältnis von etwa 60:40 (Kluge et al., 2005). Vereinzelt können Granulozyten auftreten 
(meist neutrophile, selten basophile oder eosinophile Granulozyten).  
Entzündliche Prozesse im zentralen Nervensystem (ZNS) gehen in der Regel mit einer 
Pleozytose (>5/µl) und einem Anstieg des Albumins einher. Der Anstieg von Albumin 
(Ausdruck einer Schrankenstörung) ist ein sehr sensitiver, aber nicht spezifischer diag-
nostischer Parameter, da er auch bei zahlreichen nicht entzündlichen Erkrankungen 
ansteigt. Eine Vermehrung von neutrophilen Granulozyten weist auf ein infektiöses 
Geschehen hin. Ein gehäuftes Auftreten von eosinophilen oder basophilen Granulozyten 
ist dagegen meist nicht diagnostisch richtungsweisend (Strik und Nagel, 2009). 
Nur etwa die ersten 4 ml des entnommenen Liquors weisen den zytologischen Befund 
auf. Spätere Portionen weisen steigende Zahlen von Monozyten und sinkende Lympho-
zytenzahlen auf (Kölmel, 2005).  
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1.1.1 Lymphozyten im Liquor 
Antigene aus dem Liquor werden durch Resorption dem venösen Blut zugeführt und 
gelangen dort in sekundär lymphatische Organe, wo sie eine entsprechende B-Zell-
Antwort auslösen. Aktivierte B- und T-Zellen (Effektorzellen) nehmen den Weg über die 
Blut-Liquor Schranke und wandern in den Liquor ein, wo sie sich weiter differenzieren 
können und als Plasmazellen intrathekale Immunglobulinsynthese durchführen können. 
Obwohl der Eintritt von Lymphozyten in das ZNS durch Schrankensysteme behindert 
wird, finden sich auch beim Gesunden immer Lymphozyten im Liquor. Ein gewisser 
Zelltransfer ist somit als physiologisch anzusehen (Wick, 2005). 
1.1.2 Aussagekraft von neutrophilen Granulozyten im Liquor 
Die Invasion von neutrophilen Granulozyten ist zunächst ein relativ unspezifisches Ent-
zündungssymptom. Allerdings erlaubt die Dauer des Granulozytenaufenthaltes im Li-
quor eine Bestimmung des Reizes. 
Die Kerne der neutrophilen Granulozyten sind mehrfach segmentiert, jugendliche stab-
kernige Granulozyten sind eher selten. Die Halbwertszeit beträgt in vivo und in vitro nur 
wenige Stunden, daher ist eine zeitnahe Bestimmung wichtig. 
Bakterielle Entzündungen zeichnen sich durch eine hohe Granulozytenzahl aus. Nach 
erfolgreicher Infektabwehr sind neutrophile Granulozyten dennoch mehrere Tage nach-
weisbar. Jenseits des 20. Krankheitstages sinken sie unter 5 % der Gesamtzellzahl 
(Kölmel, 2005).  
Auch bei Viruserkrankungen des ZNS ist das Zellbild zu Beginn von neutrophilen Granu-
lozyten beherrscht. Ihre Zahl steigt jedoch selten über 700 Zellen pro µl. Nach dem 10. 
Tag sind hauptsächlich Monozyten und Lymphozyten nachzuweisen (Kölmel, 2005). 
1.1.3 Basophile Granulozyten und eosinophile Granulozyten im Liquor 
Basophile Granulozyten sind sehr selten und finden sich im Ausnahmefall bei kranken 
Kleinkindern. Eosinophile Granulozyten sind an der Zerstörung von Parasiten beteiligt. 
In geringer Anzahl sind sie auch während der Abheilungsphase von entzündlichen Re-
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aktionen zu finden. Vermutlich spielen Eosinophile zudem eine Rolle als Modulator im 
Rahmen des zellulär/humoralen Ablaufes von Entzündungen (Kölmel, 2005).  
1.1.4 Monozyten im Liquor 
Die Herkunft der Monozyten des gesunden Menschen ist vielfältig: Ein Teil stammt von 
sesshaften Zellen der Leptomeninx, andere sind aus dem Blut eingewandert. Diskutiert 
wird das Einwandern von Monozyten nach pathologischen Vorgängen aus der Mikroglia 
(Kölmel, 2005). 
Monozyten haben einen exzentrischen, blaugrauen Kern, der meist ein oder zwei blasse 
Kernkörperchen enthält. Sein breites Zytoplasma ist blass-blaugrau, nicht selten von 
Vakuolen durchsetzt. Da Monozyten bei der Zählung schneller lysieren als Lymphozy-
ten, ist dies bei der quantitativen Zählung zu berücksichtigen (Kölmel, 2005). 
1.2 Pathologie des Liquors 
Die physiologische Liquorzusammensetzung verändert sich bei Autoimmunerkrankun-
gen wie z.B. bei der Guillan-Barré-Polyneuritis. Hierbei steigen vor allem unspezifische 
Marker wie der Albuminquotient an. Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie der Mul-
tiplen Sklerose zeigt sich sowohl ein Anstieg von Albumin als auch von mononukleären 
Zellen und Immunglobulinen. Aber auch virale oder bakterielle Entzündungen, sowie 
Tumore, Traumen oder Lubalpunktionen (Reizpleozytose) sind mögliche Gründe für 
eine Pleozytose im Liquor (Felgenhauer, 1998). 
Bei Hirninfarkten ist der Liquor zunächst normal. Erst ab dem 2.-4. Tag finden sich Hin-
weise auf Schrankenstörungen. Rein zelluläre Reaktionen sprechen für septische Em-
bolien, bei denen der Embolus ein größeres Gefäß verschließt. Treten dazu noch Zei-
chen einer humoralen Reaktion auf, liegt dem Infarkt wahrscheinlich ein entzündlicher 
Prozess zu Grunde. Auch Mikroembolien als Folge einer bakteriellen Endokarditis und 
eine Arteriitis mit sekundärer Thrombose können eine Schrankenstörung hervorrufen 
(Felgenhauer, 1998).  
Die Differenzierung zwischen Rundherd und Entzündung durch Liquoranalyse ist 
schwierig, da gerade bei tief im Frontalhirn sitzenden Phlegmonen ein Durchbruch bis 
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zum Liquorkontakt sehr lange dauert. Häufig ist der optimale Zeitpunkt für eine 
Antibiotikagabe schon überschritten noch bevor Entzündungszellen zu finden sind (Fel-
genhauer, 1998).  
Parasitosen des ZNS wie z.B. Zystizerken, Toxacara canis oder Fremdkörpermeningiti-
den fallen durch Pleozytose und einen Anstieg von eosinophilen Leukozyten auf.  
Eine Unterscheidung zwischen viralen, eitrigen oder tuberkulösen und Pilzmeningitiden 
ist u.a. durch eine Pleozytose, durch Zelldifferenzierung der Leukozyten, durch den 
Albuminquotienten, durch Laktatbestimmung und durch verändertes Aussehen des 
Liquors möglich. 
Die alleinige Veränderung der Zellzahl und die Verschiebung der 
Lymphozytensubgruppen weist zwar noch nicht auf eine einzelne Erkrankung hin – gilt 
jedoch als Wegweiser bei der Suche. Durch eine Erweiterung der Diagnostik um krank-
heitsspezifische Zusatztests ist eine Zuordnung des Liquorbefunds zur Krankheit in den 
allermeisten Fällen möglich. Daher kommt der sicheren und schnellen Diagnose im 
klinischen Alltag ein hoher Stellenwert zu. 
1.3 Relativierung von Liquorbefunden in der klinischen Praxis 
Bei der Betrachtung der Zellen im Liquor ist zu bedenken, dass nur etwa die Hälfte des 
suprapontinen Telencephalons mit dem spinalen Liquorraum kommuniziert. Gerade 
ventrikelferne Entzündungen (wie z.B. im Pallidum) können mit normaler 
Liquorzusammensetzung einhergehen (Felgenhauer, 1998). Zwar treten auch aus die-
sen Bereichen Zellen in den Subarachnoidalraum über, können aber aufgrund der 
Liquorflussrichtung nicht in den Lumbalsack gelangen. Die Analyse von punktiertem 
Liquor stößt somit bei ventrikelfernen Entzündungen klar an ihre Grenzen. Daher ist es 
wichtig, Analysebefunde unter dem Gesichtspunkt der klinischen Gesamtsituation richtig 
einordnen zu können.  
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1.4 Diagnostische Bedeutung einer Pleozytose 
Eine Pleozytose kann bei Infekten, Tumoren, Parenchymblutungen, Traumen oder nach 
einer vorangegangenen Lumbalpunktion auftreten. Man kann folgende Zellreaktionen 
unterscheiden 
• Granulozytäre Pleozytose (>50 % der Leukozyten). Sie kommt in der akuten Ent-
zündungsphase bei bakterieller Meningitis vor und weist Zellzahlen von mehreren 
Hundert bis mehreren Tausend Zellen auf. 
• Lymphozytäre Pleozytose. Sie kommt bei viralen Meningitiden (Meningo-
Enzephalitis) vor und weist Zellzahlen von etwa 100 bis <1000 Zellen vor (Ge-
samtzahl selten über 700 Zellen). Auch die Proliferationsphase einer bakteriellen 
Meningitis weist diese Zellzahlen vor. 
• Gemischtzellige (Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten) Pleozytose. Vorkom-
men bei tuberkulöser oder luetischer Meningitis. Hier herrschen Zellzahlen <100 
bis einige Hundert Zellen vor. 
• Monozytäre (Mono- und Lymphozyten) Pleozytosen kommen bei meningealer 
Reizung (auch durch Blutung) vor. 
• Aktivierte B-Lymphozyten sind häufig bei akut entzündlichen Erkrankungen (z.B. 
Neuroborreliose) massiv erhöht (bis auf 180 pro µl). Bei Multiple Sklerose finden 
sich Zahlen von meist <10 pro µl. Auch bei nicht entzündlichen Erkrankungen 
(z.B. Glioblastomen, Karzinommetastasen) können vereinzelt aktivierte B-
Lymphozyten gefunden werden (Felgenhauer, 1998). 
Im Rahmen einer Punktion können Knorpel-, Knochenmarkszellen sowie Zellen des 
peripheren Vollbluts in den Liquor eingebracht werden. Nicht iatrogen können Zellen aus 
den Ventrikelplexus oder dem Ependym, aber auch leptomeningeale Zellen in den Li-
quor gelangen. 
Das Vorkommen liquorraumnaher Zellen ist nicht pathologisch, die Zellen müssen je-
doch streng von pathologischen Zellen getrennt werden. 
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1.5 Prinzip eines Durchflusszytometers 
Die Durchflusszytometrie erlaubt eine Zelltypisierung von Einzelzellen in Suspensionen 
auf Grundlage von Lichtstreuung und Fluoreszenzeigenschaften. Abbildung 1 zeigt die 
hydrodynamische Fokussierung der Probe, wobei die zu analysierende Probe in einen 
laminaren Hüllflüssigkeitsstrom (Trägerflüssigkeitsstrom) injiziert wird. Durch Verjüngung 
der Messküvette werden sowohl der laminare Proben- als auch der Hüllstrom beschleu-
nigt (hydrodynamische Fokussierung). Dabei wird der Abstand zwischen zwei auf-
einander folgenden Zellen vergrößert, so dass jede Zelle einzeln einen optischen Mess-
punkt passiert, an dem sie von einem fokussierten Laserstrahl getroffen wird und diesen 
streut.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Durch spezielle Detektoren (Photomultiplier) wird dieses Streulicht gemessen. Es korre-
liert mit der Größe der Zelle sowie mit ihrer Komplexität. Das Vorwärtsstreulicht (FSC = 
Forward Scatter) ist ein Maß für die Beugung des Lichts im flachen Winkel (0,5-2°) und 
hängt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwärtsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) ist 
ein Maß für die Brechung des Lichts (gemessen 90° zum einfallenden Licht) und steht 
Abbildung 1: Prinzip der hydrodynamische Fokussierung im Durchflusszytometer 
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im Zusammenhang mit der Granularität, der Größe und Struktur des Zellkerns, sowie 
der Menge ihrer Vesikel.  
 
Zusätzlich zur Lichtstreuung können die Zellen mit Fluoreszensfarbstoffen wie DAPI 
(4‘,6-Diamidin-2-Phenylindol) oder Propidiumiodid behandelt werden, die sich  zwischen 
zwei Basen in die DNA der jeweiligen Zelle interkalieren. Je nach eingesetztem 
Fluorochrom (und der dazu passenden Wellenlängen des Lasers) absorbieren die Fluo-
rochrome das einfallende Licht und emittieren es mit größerer Wellenlänge. Da das 
emittierte Fluoreszenzlicht proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochromoleküle 
ist, lässt sich anhand der Helligkeit eine Aussage über den DNA Gehalt der Zellen   
machen. Die gewonnen Daten lassen sich graphisch beliebig aufarbeiten. Die Abbildung 
2 zeigt die graphische Darstellung einer bakteriellen Meningitis im XE5000.  
 
Abbildung 2: graphische Darstellung einer bakteriellen Meningitis bei der Messung mit dem 
XE5000 (aus http://www.sysmex.de/files/articles/Xtra_xe5000_bodyfluids.pdf. Zugriffdatum: Bonn, 
18.08.2011) 
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1.6 Prinzip der Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometers 
EpicsXL 
In dieser Studie dient das Durchflusszytometer COULTER® EPICS® XL™ der Firma 
Beckman Coulter als Referenz. Es unterscheidet Zellen durch ihre spezifische Licht-
streuung und Fluoreszenzeigenschaften. Zellen werden durch hydrodynamische Fokus-
sierung voneinander getrennt und in der Messkammer mit einem Argonlaser mit einer 
Wellenlänge von 488 nm gemessen. Der EpicsXL erlaubt eine Bestimmung von 4 Fluo-
reszenzfarben zur gleichen Zeit. Zellen werden mittels monoklonaler Antikörper mar-
kiert, welche wiederum mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Dies erlaubt die 
gezielte Selektion von Zellgruppen entsprechend ihrer Oberflächeneigenschaften. Dabei 
werden die Oberflächeneigenschaften entsprechend der Gruppe von Antikörpern einge-
teilt (Cluster of Differentiation), die an sie binden. Alle Antikörper, die spezifisch an nur 
eine Zielstruktur binden, werden in Gruppen zusammengefasst, die international einheit-
lich sind (Zola et al., 2007). Die Lichtstreuung wie auch die Fluoreszenz wird durch  
Photo-Dioden und Photomultiplier gemessen und proportional zum Ablenkungswinkel 
oder zur Fluoreszenzintensität in einen Strom umgewandelt. Dieser wird mittels eines 
Histogramms graphisch dargestellt. Im Scattergram ersieht man die Lage der unter-
schiedlichen Zellpopulationen, die mittels spezifischer Antikörper binden. 
 
1.7 Fragestellung 
Neben dem direkten Vergleich der Liquormessung zwischen den Geräten Advia2120 
und XE5000 lag ein besonderes Augenmerk auf der Untersuchung blutiger Liquores. 
Der Hersteller des Advia2120 fordert bei höheren Erythrozytenbeimengungen eine Ver-
dünnung mit der CSF Reagenz. Um die Geräte miteinander zu vergleichen, wurden 
sämtliche Proben mit beiden Geräten gemessen. Die Ergebnisse wurden untereinander 
und mit den Ergebnissen des EpicsXL verglichen, der in dieser Studie als Referenzgerät 
dient.  
Von besonderem Interesse war der Messbereich bis 20 Zellen pro µl, da dieser die 
Frühphase von bakteriellen, viralen oder tuberkulösen Meningitiden abbildet. Da das 
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diagnostische Zeitfenster mit anschließend gezielter Therapie sehr klein ist, ist der Aus-
gang einer Meningitis von einer sicheren und schnellen Differenzierung in der Frühpha-
se der Erkrankung bestimmt. Gerade für geringe Zellzahlen fehlen jedoch häufig spezi-
elle Untersuchungen, da Korrelationen meist nur für den Gesamtmessbereich aller Pro-
ben ermittelt werden.  
Zur Unterscheidungen der unterschiedlichen Meningitiden dient neben der Gesamtzell-
zahl auch eine Differenzierung zwischen polymorphkernigen Zellen (neutrophile Granu-
lozyten) und mononukleären Zellen (Lymphozyten und Monozyten). Dies genügt für 
klinische Fragestellungen, da bei der Liquoruntersuchung am häufigsten eine Unter-
scheidung zwischen bakteriellen und viralen Infektionen des ZNS verlangt wird (Negrini 
et al., 2000). Auch hier wurden die Ergebnisse der beiden Geräte untereinander und mit 
denen des Referenzgerätes EpicsXL verglichen. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Patienten 
Insgesamt wurden 94 Liquorproben analysiert. Die Proben entstammen der Routine-
diagnostik der Universitätsklinik Bonn (Deutschland). Alle Proben wurden unter standar-
disierten aseptischen Bedingungen gewonnen, in speziellen Liquorröhrchen aufbewahrt 
und innerhalb einer Stunde gemessen. 
2.1.2 Verwendete Geräte 
• XE5000 (Sysmex, Norderstedt) 
• Advia2120 (Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn) 
• COULTER® EPICS® XL™ der Firma Beckman Coulter (Krefeld) als Referenz 
2.1.3 Verwendete Auswertesoftware 
• Microsoft® Excel 2007 
• SPSS 15.0.1 (©SPSS Inc.) für Windows 
•  MedCalc 11.0.0.0 für Windows  
  
19 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Messung mit dem XE5000 
2.2.1.1 Messprinzip des XE5000 
Die Verwendung der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie im Differenzierungs-Kanal er-
laubt die effektive Trennung von Erythrozyten und Leukozyten durch Anfärben von RNA 
und DNA mit Polymethinen (Fluoreszensfarbstoffe). Erweiterte Zählvolumina sorgen in 
diesem niedrigen Konzentrationsbereich für eine verbesserte Präzision. Über das Fluo-
reszenzsignal wird verhindert, dass potenziell störende Substanzen wie z.B. Mikroluft-
blasen, mitgezählt werden. Dadurch kann ein Leerwert von 0 bis 1 Leukozyten pro µl 
erreicht werden. Infolgedessen können selbst einzelne Leukozyten im DIFF-
Scattergramm des XE5000 erkannt werden. Außerdem werden sogenannte »hoch-
fluoreszente Body-Fluid«-Zellen (HF-BF) mit Hilfe eines besonderen Algorithmus von 
der Leukozytenzählung und Differenzierung ausgeschlossen, da diese z. B. Makropha-
gen, Mesothelzellen oder maligne Zellen darstellen können. Ihr Zählergebnis wird als 
Forschungsparameter getrennt ausgewiesen und kann bei erhöhter Anzahl zusätzlich 
gekennzeichnet werden. 
2.2.1.2 Durchführung einer Messung mit dem XE5000 
Der XE5000 (Sysmex, Norderstedt) benötigt 130 µl Liquor, die direkt angesaugt werden. 
Der Liquor muss für die Messung nicht aufbereitet werden. Der  Body Fluid Modus (BF-
Modus) des XE5000 erlaubt die Zählung von Leukozyten und Erythrozyten in zwei ge-
trennten Kanälen. Außerdem ermöglicht er im BF-Modus die Differenzierung der Leuko-
zyten in mononukleäre (MN) und polymorphkernige (PMN) Zellen. Es können Messun-
gen von Liquor (CSF), Peritonealpunktat (Ascites), Pleuraflüssigkeit, Dialysat und Ge-
lenkpunktat durchgeführt werden.  
2.2.2 Messungen mit dem Advia2120 
2.2.2.1 Messprinzip des Advia2120 
Die Messung der Leukozyten am Advia2120 erfolgt im Direktzytometrie-Modus im La-
ser-Messkanal. Die mit dem Liquorreagenz vorbehandelte Zellsuspension wird direkt 
durch die Flusszelle des Laser-Messkanals geleitet. Die ermittelten Messsignale werden 
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in den Kombinationen  Niedrigwinkel-Streulicht (2-3°) und Hochwinkel-Streulicht (5-15°), 
sowie Hochwinkel-Streulicht (5-15°) und Absorption in zwei Zytogrammen dargestellt. 
Die quantitative Auswertung erfolgt über Clusteranalyse.  
2.2.2.2 Durchführung einer Messung mit dem Advia2120 
Bei der Probenvorbereitung für den Advia2120 (Siemens Healthcare Diagnostics, 
Eschborn) werden 300 µl einer frisch gewonnenen Liquorprobe mit 300 µl Liquor-
reagenz sorgfältig in einem Glas- oder Plastikröhrchen gemischt. Das Liquorreagenz 
besteht dabei aus 2 % Formaldehyd, 0.28 % Puffer und Netzmittel zum Fixieren der 
Leukozyten, sowie Laurylsulfat zum Aufkugeln der Erythrozyten. Die Probe ist laut Her-
steller in diesem Zustand mindestens 4 Stunden haltbar. Nach einer erforderlichen Inku-
bationszeit von 15 Minuten erfolgt die Messung.  
Bei der Messung von blutigen Liquores (Erythrozyten ≥ 1500/µl) soll die Probe zunächst 
im Vollblutmodus gemessen werden. Sie wird dann mit physiologischer Kochsalzlösung 
solange verdünnt werden, bis Erythrozytenkonzentrationen von unter 1500 pro µl vor-
herrschen. Danach folgt die Messung wie eben beschrieben.  
2.2.3 Messungen mit dem EpicsXL 
2.2.3.1 Messprinzip des EpicsXL 
Der EpicsXL ermöglicht eine Unterscheidung der Zellen aufgrund des ausgesendeten 
Streulichts und der spezifischen Fluoreszenz nach der Anfärbung mit markierten Anti-
körpern. Das Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter) ist dabei proportional zu ihrer Zell-
oberfläche und dient der Ermittlung der Zellgröße. Das Seitwärtsstreulicht (Side Scatter) 
ist proportional zur Komplexität der Zelle. Es lässt Rückschlüsse auf die Granularität der 
Zelle zu. Bei der Fluoreszenzmessung wird in 4 Kanälen (FL1 bis FL4) die Intensität des 
Lichtes gemessen, welches durch spezifische fluoreszensmarkierte Antikörper ausge-
sendet wird. 
Durch die Umwandlung der optischen Signale in elektronische Signale können im Fol-
genden die Höhe, die Breite oder die Fläche des Spannungspulses mit Hilfe der Soft-
ware des Geräts analysiert werden. Diese Datensätze können über verschiedene Dar-
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stellungsmöglichkeiten, wie z.B. der Punktwolkendarstellung (Dot-Plot Scattergramm), 
graphisch dargestellt bzw. ausgewertet werden. 
Vor der Messung müssen verschiedene Geräteparameter eingestellt werden. So sind 
z.B. die Werte für die Spannungs- und Verstärkereinstellung von der Art der Zelle bzw. 
von den optischen Eigenschaften des Durchflusszytometers abhängig. Folgende Para-
meter lassen sich einstellen:  
- Schwellenwert: Hier wird eine untere Signalgrenze eingestellt, die vom Signal der 
Zelle überschritten werden muss. Signale unterhalb dieses Schwellenwertes wer-
den ignoriert. 
- Kompensation: Sie erlaubt die Korrektur der spektralen Überlappung, wenn mehr 
als eine Fluoreszenz gleichzeitig gemessen wird. Die Kompensationswerte sind 
sowohl von den verwendeten Fluorochromen, als auch von den optischen Eigen-
schaften des Gerätes abhängig. Die Korrektur muss vor bzw. während der Mes-
sung vorgenommen werden und ist danach nicht mehr möglich. Die Kompen-
sation muss so eingestellt werden, dass die spektrale Überstrahlung der einzel-
nen Fluorochrome in die jeweilig benachbarten Detektoren (z.B. FL1 zu FL2 und 
FL2 zu FL3) korrigiert werden. 
- Erstellen eines Protokolls: Hier wird festgelegt, welche Daten (z.B. verwendete 
Parameter, Scattergramme, Zytometereinstellungen etc.) im Protokoll erscheinen.   
Für die Liquormessung am EpicsXL wurden 4 Protokolle entsprechend der Fluo-
rochrome der einzelnen Panels als Dot-Plot-Scattergramm-Darstellung angelegt. 
Mittels Gating werden die einzelnen Populationen ausgewertet. 
- Auswertung: Durch die Zugabe der „Flow-Count Fluorospheres“ mit einer be-
kannten Konzentration fluoreszierender Microspheren in jeden der 4 Testansätze, 
wird die absolute Zellzahl der einzelnen Populationen automatisch berechnet.  
2.2.3.2 Verwendete Antikörper 
Das Antigen CD3 ist Teil eines größeren Komplexes, zu dem auch der T-Zell-Rezeptor 
gehört. Es wird von reifen T-Zellen und Thymozyten exprimiert und besteht aus sechs 
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Peptiden (Schütt C und Bröker B, 2009). Der Rezeptor ist für die Signaltransduktion, 
aber nicht für die Antigen/MHC-Erkennung verantwortlich.  
CD4 besitzt ein Molekulargewicht von 55 kiloDalton (kDa) und stellt ein T-Zellantigen 
dar. Es wird von Thymozyten, T-Helferzellen, B-Lymphozyten, Monozyten und Makro-
phagen exprimiert. Bei CD4 handelt es sich um einen Co-Rezeptor, der gemeinsam mit 
dem T-Zell-Rezeptor das MHC-Klasse II Molekül mit dem Antigen auf anderen Körper-
zellen erkennt. CD4 dient in der Durchflusszytometrie als Marker für T-Helferzellen. 
 
CD13 wird von allen myeloisch abstammenden Zellen exprimiert und hat ein Molekular-
gewicht von 160 kDa. Es wird außerdem auf intestinalen Zellen, auf Zellen der Plazenta, 
der Leber und Nieren gebildet. Die Aminopeptidase N trennt zinkabhängig Aminosäuren 
vom N-terminalen Teil des Zielproteins ab.  
 
CD14 ist ein 55kDa großes Glykoprotein, welches über einen Glycosyl-
phosphatidylinositol-Anker mit der Zellmembran verbunden ist. Es kommt vor allem auf 
Monozyten und Makrophagen vor. CD14 hat Opsonin-Rezeptorfunktion und bindet bak-
terielle Fettsäuren und Peptidoglykane. Zusammen mit TLR4 und mit Lymphozyten-
Antigen 96 bildet es den Lipopolysaccharid-Rezeptor.  
 
CD15 ist ein Kohlenhydrat-Adhäsionsmolekül, das auf Neutrophilen, Eosinophilen und 
Monozyten exprimiert wird.  
 
CD16 ist ein Fc-Rezeptor (50-80 kDa), welcher auf der Oberfläche von NK-Zellen, Mak-
rophagen, Neutrophilen, Monozyten und Mastzellen gefunden wird. Da bisher kein 
Oberflächenmarker bekannt ist, der ausschließlich auf Monozyten exprimiert wird, müs-
sen in diesem Fall Kombinationen von Oberflächenmarkern verwendet werden. 
 
CD19 ist ein Pan-B-Zell-Marker mit einem Molekulargewicht von 95 kDa. CD19 wird auf 
ca. 12 % aller peripheren Lymphozyten gefunden.  
 
CD33 ist ein Transmembran-Rezeptor, der auf Zellen der myeloischen Reihe exprimiert 
wird. 
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CD45 ist ein membranständiges Protein, dessen intrazellulärer Abschnitt eine Tyrosin-
Phosphatase-Aktivität aufweist. Es fungiert als Pan-Leukozytenmarker und kommt auf 
menschlichen Leukozyten in fünf verschiedenen Isoformen vor. Diese haben ein Mole-
kulargewicht von 180 bis 220 kDa. Verschiedene Antikörper erkennen unterschiedliche 
Isoformen, in der Diagnostik wird deshalb ein Gemisch aus zwei monoklonalen Antikör-
pern (Clon 2B11 und PD7/26) als Pan-Leukozytenmarker verwendet.  
 
CD56 (135 - 220 kDa) ist eine Isoform des neuronalen Zelladhäsionsmoleküls (NCAM). 
Es wird auf natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und einer Subpopulation von CD4+ und 
CD8+ T-Lymphozyten, sowie auf einigen Nervengeweben und Tumoren 
(Retinoblastomen, Medulloblastomen, Astrozytomen und Neuroblastomen) exprimiert. 
Durch Expression des neuronalen Zelladhäsionsmoleküls (N-CAM) werden die Neuro-
nen in die Lage versetzt, sich an andere Zellen und die extrazelluläre Matrix anzulagern 
und mit diesen in Wechselwirkung zu treten. Alternatives Spleißen der NCAM-mRNA 
führt zu mehreren Isoformen von N-CAM. 
 
CD 235a ist ein transmembranes Sialoglycoprotein, das auf Erythrozyten exprimiert 
wird. Es schützt die Zelle mit einem Muzinfilm vor Aggregation mit ihrer Umgebung.  
2.2.3.3 Zelldifferenzierung mit dem EpicsXL 
Da eine Oberflächeneigenschaft häufig auf mehreren Zelltypen vorkommt, ist nur über 
die Kombination von Oberflächeneigenschaften eine eindeutige Zuordnung möglich. Im 
Folgenden sind die benutzten Kombinationen aufgezählt. 
• CD235a wurde für die Identifizierung von Erythrozyten eingesetzt (Chasis und 
Mohandas, 1992) 
• CD45 für die gesamte Leukozytenpopulation (Poppema et al., 1996) 
• CD4dim und CD14 für die Identifizierung von Monozyten (Ortolani, 2011) 
• Für die Differenzierung von Lymphozyten 
o CD3 für alle T-Lymphozyten (Schwinzer, 1989) 
o CD4 für T-Helferzellen (Fauci, 1998)  
o CD16 für Natürliche Killerzellen (Whiteside und Herberman, 1995) 
o CD19 für B-Lymphozyten (Doody et al., 1996) 
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o CD56 für Natürliche Killerzellen (Jacobs und Schmidt, 2007) 
• Neutrophile Granulozyten 
o CD13 (Goyert et al., 1997) 
o CD15 (Ball et al., 1995) 
o CD33 (Peiper et al., 1995) 
2.2.3.4 Durchführung einer Messung mit dem EpicsXL 
Für die Liquorzellmessung am Durchflusszytometer EpicsXL werden vier verschiedene 
Panels eingesetzt. Die Probengefäße 1 bis 4 werden mit folgendem Antikörperzusatz 
der Firma Beckman Coulter, Krefeld (Katalognummer in Klammern) bestückt:  
In das 1. Röhrchen wurden CD45-FITC (A007782), CD56-PE (6607071), CD16-PE 
(A07766) für die Detektion von natürlichen Killerzellen zugesetzt. CD19-ECD (A07770) 
wurde für die Bestimmung der B-Lymphozyten, CD3-PC5 (6607071) für die Bestimmung 
der T-Lymphozyten benutzt.  
Im 2. Röhrchen wurden für die Detektion von Monozyten CD14-FITC (A07722), CD13-
PE (A07722), CD45-ECD (A07722) und CD4-PC5 (A07752) benutzt. 
Im 3. Röhrchen wurde die Messung der Granulozytenzahl die Antikörper CD15-FITC 
(A07721), CD33-PE (A07721) und CD45-ECD (A07721) benutzt. 
Im 4. Röhrchen wurde die Gesamtleukozytenzahl mittels CD45-FITC (6607071), die 
Gesamterythrozytenzahl mittels CD235a-PE (A07792) ermittelt. 
Nach Zugabe der „Versalyse“-Reagenz der Fa. Beckman Coulter, das zur Lyse der 
Erythrozyten in die Röhrchen 1-3 zugegeben wird, erfolgt eine 15minütige Inkubation. 
Abschließend wird zur Ermittlung des absoluten Leukozytenwertes bzw. des absoluten 
Wertes der einzelnen Leukozytenpopulationen eine definierte Menge der fluoreszieren-
den Microspheren „Flow-Count Fluorospheres“ der Fa. Beckman Coulter zugesetzt. 
2.3 Statistische Auswertung 
Für alle 94 Liquorproben wurden zunächst Gesamtleukozytenzahl, sowie die Zahl der 
polymorphkernigen und mononukleären Zellen an allen 3 Analyzer (Advia2120, XE5000 
und EpicsXL) bestimmt. Danach erfolgte ein Vergleich der Gesamtkleukozytenzahl, 
sowie der beiden Untergruppen (PMN und MN) mittels Korrelationsanalyse und Passing 
& Bablok Analyse. Graphisch wurden die Daten doppelt-logarithmisch aufbereitet. Es 
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erfolgte eine getrennte Analyse von blutigen und nicht blutigen Liquores mit Hilfe dersel-
ben statistischen Tests.  
Um eine Aussage über den unteren Messbereich machen zu können, wurden alle Pro-
ben, die im EpicsXL Zellzahlen <20 pro µl aufwiesen in der Gruppe „unterer Messbe-
reich“ zusammengefasst. Hier erfolgte eine Einteilung in 3 weitere Untergruppen, die 
den klinischen Anforderungen entspricht. Die erste Gruppe bildet die Gruppe von 0-4 
Zellen pro µl, die als unauffälliger Liquorbefund gilt. 5-9 Zellen pro µl gelten als leicht 
erhöhter Befund – lassen aber keine klare Aussage über den Krankheitswert zu. Die 
dritte Gruppe bilden Proben mit 10-19 Zellen pro µl. Sie gelten schon als pathologisch, 
da virale Meningitiden Zellzahlen mit solch geringer Anzahl aufweisen können. Tuberku-
löse Meningitiden zeigen mehr als 20 Zellen pro µl. Die Auswertung erfolgte hier in einer 
tabellarischen Übersicht, um die Übersichtbarkeit zu gewährleisten. 
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3. Ergebnisse 
Im klinischen Alltag sind die Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl (WBC) im Liquor, 
sowie ihre Unterteilung in polymorphkernige Zellen (PMN) und mononukleäre Zellen 
(MN), unabdingbar. Sowohl der Advia2120 als auch der XE5000 erlauben diese Unter-
scheidung. Um nun einen Vergleich zwischen Advia2120 und XE5000 herstellen zu 
können, werden jeweils beide Geräte mit dem EpicsXL verglichen, der in unserer Be-
trachtung als Referenz dient.  
3.1 Probenkollektiv 
Generell zeigte sich bei der Gesamtprobenzahl n=94 ein breites Spektrum an 
Leukozytenzahlmesswerten.  
 
 
 
 
 
 
Tabelle 1: deskriptive Statistik der Gesamtprobenzahl n=94 
In dem Kollektiv waren sowohl Proben mit geringen Leukozytenzahlen (<20 Zellen/µl im 
Referenzgerät EpicsXL) vertreten (n=47), als auch Proben mit Leukozytenzahlen ≥200 
Zellen (n=24), bei denen Messfehler relativ gesehen nicht so stark ins Gewicht fallen. 
Auch gehörten dem Gesamtkollektiv Proben an, die eine deutliche Blutbeimengung 
(>1500 Erythrozyten/µl) aufwiesen. Ihre Zahl beläuft sich auf n=48. Da hierbei sowohl 
der Advia2120 als auch der XE5000 zum Teil deutliche Abweichungen von dem Refe-
renzgerät EpicsXL zeigten, werden diese Proben noch einmal gesondert im Kapitel 3.3 
besprochen.  
 
3.2 Zählung der Gesamtleukozyten 
Generell zeigte sich bei der Betrachtung aller gemessenen Liquorproben eine deutlich 
bessere Korrelation zwischen XE5000 und EpicsXL (r=0,98) als zwischen Advia2120 
und EpicsXL (r=0,53). 
Gesamt Mittelwert Median Spannweite 
95 % Konfidenzintervall 
des Mittelwerts 
XE5000 190 25 0 - 4662 73 bis 307 
Advia2120 732 40 0 - 17000 292 bis 1172  
EpicsXL 221 19 1 - 5666 82  bis 360  
27 
 
  XE5000 Advia2120 
  Korrelation Signifikanzlevel 95 %-Konfidenzintervall Korrelation Signifikanzlevel 95 %-Konfidenzintervall 
WBC/µl 0,98 p<0,0001 0,97 bis 0,98 0,53 p<0,0001 0,37 bis 0,66 
PMN/µl 0,98 p<0,0001 0,98 bis 0,99 0,64 p<0,0001 0,51 bis 0,75 
MN/µl 0,64 p<0,0001 0,51 bis 0,75 0,10 p=0,3099 -0,098 bis 0,302 
Tabelle 2: Statistische Auswertung der Leukozytenzahlbestimmung beim XE5000 vs. EpicsXL und 
beim Advia2120 vs. EpicsXL 
 
Die Abbildung 3 bis Abbildung 8 zeigt jeweils die Verteilung der gemessenen Leukozy-
tenzahl über den Messbereich.  
 
 
Abbildung 3: Darstellung der Gesamtleukozytenzahl n=94 von XE5000 vs. EpicsXL. Die vom 
XE5000 mit 0 Leukozyten (n=8) gemessenen Werte sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquiva-
lenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
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Abbildung 4: Darstellung der Gesamtleukozyten n=94 von Advia2120 vs. EpicsXL. Die vom 
Advia2120 mit 0 gemessenen Werte (n=5) sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie 
ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
Beide Grafiken zeigen, dass der XE5000 bei 8 Liquorproben und der Advia2120 bei 5 
Liquorproben keine Zelle gemessen hat, obwohl beim EpicsXL Leukozyten detektiert 
wurden. Bei einer Probe ist allerdings das Ergebnis des Referenzgeräts EpicsXL in 
Frage zu stellen, da weder Advia2120 noch XE5000 Leukozyten im Liquor detektierten, 
der EpicsXL hier aber 11 Leukozyten zählte.  
Abbildungen 5 - 8 betrachten die Untergruppen der polymorphkernigen Zellen und die 
der mononukleären Zellen. Besondere Beachtung soll hier der Tendenz des XE5000 
geschenkt werden, polymorphkernigen Leukozyten eher zu niedrig zu bestimmen – 
mononukleäre Zellen eher zu hoch. Auch der Advia2120 bestimmt die mononukleären 
Zellen zu hoch, bei den polymorphkernigen Zellen zeigt er zunächst keine größere Ten-
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denz auf. Im Kapitel 3.3 wird daher die Analyse für blutige und nicht blutige Liquores 
noch einmal gesondert beleuchtet. 
  
Abbildung 5: Darstellung polymorphkerniger Zellen n=94 im XE5000. Die vom XE5000 mit 0 (n=12) 
gemessenen Werte sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende 
Linie dargestellt. 
 
Abbildung 6: Darstellung polymorphkerniger Zellen n=94 im Advia2120. Die vom Advia2120 mit 0 
(n=25) gemessenen Werte sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchge-
hende Linie dargestellt. 
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Abbildung 7: Darstellung mononukleärer Zellen n=94 im XE5000. Die vom XE5000 mit 0 gemesse-
nen Werte (n=14) sind mit 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie darge-
stellt. 
 
Abbildung 8: Darstellung mononukleärer Zellen n=94 im Advia2120. Die vom Advia2120 mit 0 
gemessenen Werte (n=10) sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchge-
hende Linie dargestellt. 
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Sowohl in der Regressionsanalyse (vgl. Tabelle 3) als auch beim Methodenvergleich 
durch die Passing & Bablok Regression (vgl. Tabelle 4) zeigt sich, dass der XE5000 
polymorphkernige Zellen zu niedrig bestimmt (slope von 0,77). Die mononukleäre Zellen 
werden dagegen eher zu hoch (slope von 1,88) bestimmt. Der Advia2120 zeigt bei den 
mononukleäre Zellen eine starke Abweichungstendenz nach oben. Die Steigung der 
Graden beträgt hier 6,97. Auch  liegt eine große Streuung vor (r=0,1).  
 
  XE5000 Advia2120 
 
slope intercept R2 slope intercept R2 
WBC/µl 0,82 6,94 0,96 1,69 356,62 0,28 
PMN/µl 0,78 -3,89 0,97 1,61 173,77 0,41 
MN/µl 0,73 24,26 0,41 0,84 216,58 0,01 
Tabelle 3: Regressionsanalyse der Leukozytenzahlmessung n=94 bei XE5000 vs. EpicsXL sowie 
Advia2120 vs. EpicsXL 
 
  
XE5000 & EpicsXL Advia2120 & EpicsXL 
  slope intercept 95 % CL slope 95 % CL intercept slope intercept 95 % CL slope 95 % CL intercept 
WBC/µl 0,94 -1,76 0,85 bis 1,00 -3,00 bis -0,57 1,55 -5,29 1,41 bis 2,00 -9,50 bis -2,82 
PMN/µl 0,77 -2,07 0,71 bis 0,86 -3,66 bis -1,40 1,06 -4,05 0,91 bis 1,44 -8,01 bis -2,62 
MN/µl 1,88 0,079 1,39 bis 2,92 -0,47 bis 1,45 6,97 -1,52 4,51 bis 10,52 -5,15 bis 0,12 
Tabelle 4: Passing & Bablok Analyse der Gesamtleukozytenzahl n=94 zwischen XE5000 und 
EpicsXL, sowie zwischen Advia2120 und EpicsXL 
Für den klinischen Alltag ist - gerade in der frühen Krankheitsphase - der untere 
Leukozytenzahlenbereich bis 20 Zellen pro µl von entscheidender Bedeutung. Die Zell-
zahlen wurden daher für die Darstellung in Gruppen eingeteilt, die den typischen Befun-
den verschiedener Krankheitsbilder entsprechen. Da sich unter den 94 gemessenen 
Proben 47 Proben mit Zellzahlen <20 Zellen pro µl fanden, soll dieser Bereich hier noch 
einmal gesondert betrachtet werden. 
Beide Geräte zeigen eine vergleichsweise schlechte Korrelation im unteren Messbe-
reich. Der Korrelationskoeffizient zwischen XE5000 und EpicsXL beträgt r=0,41 
(p=0,0038); der zwischen Advia2120 und EpicsXL sogar nur r=0,16 (p=0,2507). Ein 
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genaueres Verständnis sollen die Tabellen 5 und 6 geben. Hier wurden die Leukozyten-
zahlen in Gruppen unterteilt. Zellzahlen von 0-4 Zellen pro µl gelten als normaler, unauf-
fälliger Liquorbefund. Virale Meningitiden zeigen Zellzahlen >10 Zellen pro µl, tuberkulö-
se Meningitiden >20 Zellen pro µl. Der XE5000 zeigt eine Tendenz im Bereich von 10-
19 pro µl zu wenig Zellen zu bestimmen. Bei 3 von 18 Proben in dieser Kategorie zeigte 
er die korrekte Zahl (bezogen auf die Gruppenzugehörigkeit) an. Die in der Tabelle rot 
hervorgehobenen Zahlen (vgl. Tabelle 5) sind besonders problematisch. Bei 10 Proben 
weicht er nach unten ab, bei 2 zeigt er sogar einen unauffälligen Liquorbefund an.  
 
  EpicsXL    
 Leukozytenzahl 0-4 Zellen/µl 5-9 Zellen/µl   10-19  Zellen/µl ≥20 Zellen/µl   
XE5000 0-4  Zellen/µl 17 5 2  
 5-9  Zellen/µl  4 10  
 10-19  Zellen/µl 1 1 3 1 
 ≥20  Zellen/µl 1  3 46 
Tabelle 5: Aufteilung des unteren Messbereichs in 4 Zellzahlgruppen. XE5000 vs. EpicsXL 
 
Der Advia2120 zeigt eine Streuung über den Messbereich, die keinen Rückschluss 
zulässt, ob eher zu hoch oder zu niedrig bestimmt wird (siehe Tabelle 6). Auffällig waren 
bei genauerer Betrachtung 10 Proben (rot hervorgehoben). Der Advia2120 zeigte bei 4 
von 18 Proben kritischen Proben einen unauffälligen Liquorbefund an. 
 
Tabelle 6: Aufteilung des unteren Messbereichs in 4 Zellzahlgruppen. Advia2120 vs. EpicsXL 
  EpicsXL    
 Leukozytenzahl 0-4 Zellen/µl 5-9 Zellen/µl   10-19  Zellen/µl ≥20 Zellen/µl   
Advia2120 0-4  Zellen/µl 14 6 4 1 
 5-9  Zellen/µl 5 2 6  
 10-19  Zellen/µl  2 4  
 ≥20  Zellen/µl   4 46 
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3.3 Betrachtung blutiger Liquores und nicht blutiger Liquores 
Bei der Zellzahlbestimmung im Liquor zeigten sich während der Messungen teilweise 
deutliche Abweichungen des XE5000, vor allem aber des Advia2120 zum Referenzgerät 
EpicsXL. Da der Hersteller bereits ab einer Erythrozytenzahl von >1500/µl eine Verdün-
nung vorschreibt, wird ein Zusammenhang mit einer Verunreinigung der Proben durch 
Blutbeimengung vermutet. Der XE5000 fordert keine Vorbereitung der Probe. Um beide 
Geräte vergleichen zu können, wird im Folgenden die Gruppe der blutigen Liquores 
>1500 Erythrozyten/µl betrachtet. 
Zum Probenkollektiv gehörten n=48 Proben. Aus messtechnischen Gründen ist beim 
Advia2120 bei Erythrozytenzahlen >1500 eine Verdünnung nötig. Nach der Messung 
erfolgt bei bekannter Verdünnungsstufe eine Rückrechnung auf die tatsächliche 
Leukozytenanzahl. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 7: Deskriptive Statistik der Leukozytenmessung blutiger Liquores n=48 
 
Besonders bei den Liquorproben die im Advia2120 gemessen wurden, zeigte sich eine 
sehr große Spannweite der Leukozytenzellzahl (siehe Tabelle 7).  
Tabelle 8 zeigt die gute Korrelation (r=0,98) des XE5000 mit dem EpicsXL bei der Be-
stimmung der Gesamtleukozytenzahl, sowie bei der Bestimmung der polymorphkerni-
gen Zellen. Deutlich schlechter (r=0,49) hingegen zeigt sich der Advia2120. Bei der 
Zellzahlbestimmung der mononukleären Zellen zeigte sich eine schlechte Korrelation 
zwischen XE5000 und dem Referenzgerät EpicsXL (r=0,56). Der Advia2120 zeigte bei 
der Zählung der mononukleären Zellen keine Korrelation mit der Zellzahl des EpicsXL 
(r=0,009060).  
  
 Mittelwert Median Spannweite 
95 % Konfidenzintervall 
des Mittelwerts 
XE5000 348 166 0 - 4662 124 bis 571 
Advia2120 1407 333 3 - 17000 577 bis 2237 
EpicsXL 401 185 5 - 5666 136 bis 667 
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  XE5000 Advia2120 
  Korrelation Signifikanzlevel 95 %-Konfidenzintervall Korrelation Signifikanzlevel 95 %-Konfidenzintervall 
WBC/µl 0,98 p<0,0001 0,96 bis 0,98 0,49 p=0,0004 0,24 bis 0,68 
PMN/µl 0,98 p<0,0001 0,97 bis 0,99 0,61 p<0,0001 0,40 bis 0,76 
MN/µl 0,56 p<0,0001 0,33 bis 0,73 0,009 p=0,9513 -0,27 bis 0,29 
Tabelle 8: Statistische Auswertung der Leukozytenzahlbestimmung beim XE5000 vs. EpicsXL und 
beim Advia2120 vs. EpicsXL im blutigen Liquor 
Abbildung 9 und 10 zeigen die Verteilung der Leukozytenzahlmessung bei Liquorproben 
mit >1500 Erythrozyten/µl. Generell erkennt man die gleichmäßigere Verteilung beim 
XE5000 um die Äquivalenzlinie. Der Advia2120 zeigt verglichen dazu eine deutliche 
Tendenz mehr Leukozyten zu detektieren als tatsächlich vorhanden.  
Bei einer Probe detektierten Advia2120 und EpicsXL 10 Zellen pro µl in der Probe, der 
XE5000 zählte keine Leukozyten. 
 
  
Abbildung 9: Darstellung der Gesamtleukozytenzahl n=48 im blutigen Liquor (>1500 Erythrozy-
ten/µl) gemessen im XE5000. Vom XE5000 mit 0 Leukozyten (n=1) gemessene Werte sind als Zah-
lenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
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Abbildung 100: Darstellung der Gesamtleukozytenzahl n=48 im blutigen Liquor (>1500 Erythrozy-
ten/µl) gemessen im Advia2120. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
 
Die Abbildungen 11 und 12 zeigen die Verteilung der polymorphkernigen Zellen über 
den Messbereich. Abbildung 13 und 14 zeigte die Verteilung der mononukleären Zell-
zählung. 
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Abbildung 11: Darstellung polymorphkerniger Zellen n=48 im blutigen Liquor (>1500 Erythrozy-
ten/µl) gemessen im XE5000. Vom XE5000 mit 0 Leukozyten (n=1) gemessene Werte sind als Zah-
lenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
Abbildung 12: Darstellung der gemessenen polymorphkernigen Zellen n=48 im blutigen Liquor 
(>1500 Erythrozyten/µl) gemessen im Advia2120. Vom Advia2120 mit 0 Leukozyten (n=4) gemesse-
ne Werte sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie darge-
stellt. 
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Abbildung 13: Darstellung mononukleärer Zellen n=48 im blutigen Liquor (>1500 Erythrozyten/µl) 
gemessen im XE5000. Vom XE5000 mit 0 Leukozyten (n=2) gemessene Werte sind als Zahlenwert 
0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
Abbildung 14: Darstellung mononukleärer Zellen n=48 im blutigen Liquor (>1500 Erythrozyten/µl) 
gemessen im Advia2120. Vom Advia2120 mit 0 Leukozyten (n=2) gemessene Werte sind als Zah-
lenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
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Wie schon bei der Betrachtung der Gesamtleukozytenzahl festgestellt, lässt sich auch 
bei der Messung im blutigen Liquor zeigen, dass der XE5000 die Tendenz besitzt, PMN 
zu niedrig zu  bestimmen (slope von 0,83). Mononukleäre Zellen bestimmt der XE5000 
hingegen zu hoch (slope von 1,80). Der Advia2120 zeigt eher zu hohe Zellzahlen an 
(slope von 2,08), ganz besonders bei der Zählung der mononukleären Zellen (slope von 
16,16). Auffällig ist auch die große Streuung der mononukleären Zellzahlen (r=0,009; 
p=0,9513). 
 
  XE5000 Advia2120 
  slope intercept R2 slope intercept R2 
WBC/µl 0,82 15,98 0,96 1,54 788,90 0,24 
PMN/µl 0,78 -7,74 0,97 1,53 387,47 0,38 
MN/µl 0,72 46,09 0,32 0,086 448,00 0,00008 
Tabelle 9: Regressionsanalyse der Leukozytenzahlmessung im blutigen Liquor n=48 (>1500 Eryth-
rozyten/µl) beim XE5000 und EpicsXL, sowie Advia2120 und EpicsXL 
 
  XE5000 & EpicsXL Advia2120 & EpicsXL 
 
slope intercept 95 % CL slope 95 % CL intercept slope intercept 95 % CL slope 95 % CL intercept 
WBC/µl 0,93 -0,63 0,82 bis 1,01 -4,52 bis 9,03 3,90 -52,60 1,75 bis 7,30 -425,42 bis -0,62 
PMN/µl 0,83 -3,81 0,74 bis 0,91 -8,35 bis 0,21 2,08 -17,48 1,44 bis 3,74 -104,01 bis -5,20 
MN/µl 1,80 2,15 1,20 bis 3,50 -1,79 bis 5,53 16,16 -25,03 6,81 bis 46,51 -246,69 bis -0,31 
Tabelle 10: Passing & Bablok Analyse der Leukozytenzahl im blutigen Liquor n=48 (>1500 Erythro-
zyten/µl) zwischen XE5000 und EpicsXL, sowie zwischen Advia2120 und EpicsXL 
 
Betrachtet man hingegen nur Liquorproben mit geringer Erythrozytenbeimengung 
(≤1500 Erythrozyten/µl) zeigt sich bei der Messung ein deutlich homogeneres Bild. Ta-
belle 11 zeigt die weitgehende Übereinstimmung der 3 Geräte.  
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Tabelle 11: deskriptive Statistik der Leukozytenzahlbestimmung (n=46) bei Liquores mit ≤1500 
Erythrozyten/µl 
 
Sowohl die Korrelation des XE5000 mit dem EpicsXL (r=0,96), wie auch die des 
Advia2120 (r=0,99) sind exzellent. Auch die Zellzählung der mononukleärer Zellen zeigt 
ähnlich gute Korrelationen (r=0,98 beim XE5000 und r=0,98 beim Advia2120). Einzig bei 
der Bestimmung der polymorphkernigen Zellen zeigt sich eine schlechtere Korrelation 
zwischen Advia2120 und EpicsXL (r=0,71). Der XE5000 zeigt hier eine gleichbleibend 
hohe Korrelation von r=0,95. 
 
  XE5000 Advia2120 
  Korrelation Signifikanzlevel 95 %-Konfidenzintervall Korrelation Signifikanzlevel 95 %-Konfidenzintervall 
WBC/µl 0,96 p<0,0001 0,93 bis 0,97 0,99 p<0,0001 0,98 bis 0,99 
PMN/µl 0,95 p<0,0001 0,92 bis 0,97 0,71 p<0,0001 0,53 bis 0,83 
MN/µl 0,98 p<0,0001 0,98 bis 0,99 0,98 p<0,0001 0,96 bis 0,99 
Tabelle 12: Statistische Auswertung der Leukozytenzahlbestimmung (n=46) bei nicht blutigen 
Liquores (Erythrozyten ≤1500) beim XE5000 vs. EpicsXL und beim Advia2120 vs. EpicsXL 
 
Abbildung 15 und 16 stellen die Verteilung der Leukozytenzahlen über den Messbereich 
beim XE5000 und beim Advia2120 dar. Auffällig sind wieder die vielen Nicht-
Detektionen von Zellen im unteren Messbereich bis 10 Zellen pro µl. Der XE5000 zählte 
bei n=7 keine Zelle, der Advia2120 bei n=5 keine Zelle. Der Messbereich, in dem beide 
Geräte keine Zelle messen konnten, erstreckte sich dabei von 1-11 Zellen (verglichen 
mit dem EpicsXL). 
 
 Mittelwert Median Spannweite 
95 % Konfidenzintervall 
des Mittelwerts 
XE5000 26,21 5 0 - 362 6,66 bis 45,76 
Advia2120 28,71 5 0 - 495 5,07 bis 52,36 
EpicsXL 33,21 7 1 - 536 7,56 bis 58,86 
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Abbildung 15: Darstellung der Gesamtleukozytenzahl n=46 im nicht blutigen Liquor (≤1500 Eryth-
rozyten/µl) gemessen im XE5000. Vom XE5000 mit 0 Leukozyten (n=7) gemessene Werte sind als 
Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
Abbildung 16: Darstellung der gemessenen Gesamtleukozytenzahl n=46 im nicht blutigen Liquor 
(≤1500 Erythrozyten/µl) gemessen im Advia2120. Vom Advia2120 mit 0 Leukozyten (n=5) gemesse-
ne Werte sind als Zahlenwert 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie darge-
stellt. 
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Abbildung 17 und 18 zeigen die Messergebnisse bei polymorphkernigen Zellen. Der 
Messbereich des EpicsXL lag zwischen 0,96 und 191,64 Zellen. Dabei fällt gerade im 
unteren Messbereich  auf, dass Zellen trotz Detektion durch den EpicsXL nicht immer 
von den Geräten XE5000 und Advia2120 erkannt werden, ohne dass sich jedoch eine 
Regelmäßigkeit erkennen lässt. Beim XE5000 sind dies n=11 Proben, beim Advia2120 
n=21 Liquores. Der Messbereich, in dem der XE5000 keine Zelle erkennt, liegt zwischen 
0,96 und 10,25 polymorphkernige Zellen pro µl (bezogen auf die Gesamtzellzahl), beim 
Advia2120 zwischen 1,65 und 18,4 Zellen pro µl. Diese Spanne gibt somit den „blinden“ 
Bereich bei der Detektion an, weil hier keine genaue Aussage gemacht werden kann, ob 
überhaupt  polymorphkernige Zellen vorhanden sind. 
 
 
Abbildung 17: Darstellung polymorphkerniger Zellen n=46 im nicht blutigen Liquor (≤1500 Erythro-
zyten/µl) gemessen im XE5000. Die vom XE5000 mit 0 Leukozyten (n=11) gemessenen Werte sind 
als 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
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Abbildung 18: Darstellung polymorphkerniger Zellen n=46 im nicht blutigen Liquor (≤1500 Erythro-
zyten/µl) gemessen im Advia2120. Die vom Advia2120 mit 0 Leukozyten (n=21) gemessenen Werte 
sind als 0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
Abbildung 19 und 20 zeigt die Verteilung der Zellzahlmessung bei mononukleären Zel-
len im Messbereich zwischen 0,01 und 477,58 Zellen pro µl im EpicsXL. Während der 
XE5000 bei n=12 keine mononukleären Zellen zählt, detektiert der Advia2120 bei n=8 
keine mononukleäre Zelle. Der Messbereich, bei dem der XE5000 keine Zelle erkennt, 
liegt zwischen 0,02 und 0,56 Zellen pro µl, beim Advia2120 zwischen 0,05 und 1,29 
Zellen pro µl. Auch hier ließ sich keine Regelmäßigkeit erkennen, wann und warum 
Zellen nicht detektiert werden.  
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Abbildung 19: Darstellung mononukleärer Zellen n=46 im nicht blutigen Liquor (≤1500 Erythrozy-
ten/µl) gemessen im XE5000. Vom XE5000 mit 0 Leukozyten (n=12) gemessene Werte sind als 0,1 
dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
 
Abbildung 20: Darstellung mononukleärer Zellen n=46 im nicht blutigen Liquor (≤1500 Erythrozy-
ten/µl) gemessen im Advia2120. Vom Advia2120 mit 0 Leukozyten (n=8) gemessene Werte sind als 
0,1 dargestellt. Die Äquivalenzlinie ist als durchgehende Linie dargestellt. 
0,01
0,10
1,00
10,00
100,00
1000,00
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00
M
N
 (
X
E
 5
0
0
0
) 
[#
/µ
l]
MN (EpicsXL) [#/µl]
0,01
0,10
1,00
10,00
100,00
1000,00
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00
M
N
 (
A
d
v
ia
 2
1
2
0
) 
[#
/µ
l]
MN (EpicsXL) [#/µl]
44 
 
Die Tendenz des XE5000 polymorphkernige Zellen eher zu niedrig zu bestimmen (slope 
von 0,53), mononukleäre Zellen dagegen eher zu hoch (slope von 1,62), bestätigt sich 
auch in der Gruppe der nicht blutigen Liquores. Betrachtet man die Steigung (intercept 
von 0,005) bezogen auf die mononukleären Zellen in der Passing & Bablok Regression, 
so wird deutlich, wie stark die Tendenz zur falschen Gruppenzuteilung ist. Erstmals zeigt 
hier auch der Advia2120 denselben Trend und widerspricht damit der generellen Aussa-
ge unter 3.2, dass die PMN-Zellzahlbestimmung mit dem Advia2120 eine gute Korrelati-
on mit dem EpicsXL zeigt. Die Steigung der Regressionsgraden (intercept von -0,07) in 
der Passing & Pablok Analyse zeigt das enorme Ausmaß der Falschbestimmung.  
 
  XE5000 Advia2120 
  slope intercept R2 slope intercept R2 
WBC/µl 0,73 1,86 0,92 0,91 -1,65 0,98 
PMN/µl 1,17 -6,25 0,91 0,28 0,26 0,50 
MN/µl 0,63 3,68 0,97 1,03 6,49 0,96 
Tabelle 13: Regressionsanalyse der Leukozytenzahlbestimmung (n=46) bei nicht blutigen Liquores 
(≤1500 Erythrozyten/µl) beim XE5000 vs. EpicsXL und beim Advia2120 vs. EpicsXL 
 
  XE5000 & EpicsXL Advia2120 & EpicsXL 
 
slope intercept 95 % CL slope 95 % CL intercept slope intercept 95 % CL slope 95 % CL intercept 
WBC/µl 0,9 -1,5 0,75 bis 1,03 -2,12 bis -0,25 0,93 -1,79 0,75 bis 1,02 -2,09 bis -0,75 
PMN/µl 0,54 -1,04 0,39 bis 0,78 -2,10 bis -0,44 0,074 -0,07 0,00 bis 0,19 -0,49 bis 1,00 
MN/µl 1,62 0,005 1,29 bis 4,00 -0,88 bis 0,61 3,51 0,16 2,02 bis 5,38 -0,80 bis 1,26 
Tabelle 14: Passing & Bablok Analyse der Leukozytenzahl (n=46) im nicht blutigen Liquor (≤1500 
Erythrozyten/µl) zwischen XE5000 und EpicsXL, sowie zwischen Advia2120 und EpicsXL 
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4. Diskussion 
Bei der Zählung der Leukozyten im Liquor ist trotz fortschreitender Automatisierung 
immer noch die Kammerzählung der Goldstandard. Die Ergebnisse können aufgrund 
des Einflussfaktors Mensch und der kleinen Liquormenge von 3,2 µl keine gleich blei-
bend validen Daten liefern. Bisherige Studien belegen eine Abweichung der Ergebnisse 
von ca. 8-10 % vom tatsächlichen Zellzahlwert (Aune et al., 2004), wobei dieser Wert 
stark von der Erfahrung des Untersuchers abhängig ist. Weitere Zählfehler entstehen 
durch die Beimischung von Erythrozyten und das Antrocknen der Probe in der Zähl-
kammer. Die Anforderungen an valide automatisierte Analysegeräte wird unter dem 
Gesichtspunkt des Zeit- und Kostendruck immer höher. Bisherige Geräte zeigen zum 
Teil schlechte Korrelationen im Vergleich zur Kammerzählung (z.B. Abbott Hematology 
1-PF FCM Analyzer CD3200TM und Coulter 1-PF FCM Analyzer LH750) oder sind für 
den klinischen Alltag zu zeitaufwendig und teuer (z.B. das Durchflusszytometer 
EpicsXL). Der Advia2120, dem bisherige Studien ein gute Korrelationen zur Zellkam-
merzählung bescheinigten (Aune et al., 2004), fordert bei Blutbeimengung von >1500 
Erythrozyten pro µl Verdünnungen. Diese stellen eine Fehlerquelle dar und sind sowohl 
zeitaufwendig und personalintensiv. Die Firma Sysmex stellt mit ihrem XE5000 ein Ge-
rät vor, dass keine Aufarbeitung blutiger Liquorproben benötigt. Der Advia2120 fordert 
300 µl Liquor, der XE5000 130 µl. Da die Menge des Liquors begrenzt ist, da dieser 
noch für weitere Untersuchungen benötigt wird, liegt hier ein weiterer Vorteil des neuen 
Geräts. Der Sysmex XE5000 könnte eine Alternative zum Advia2120 darstellen. Ein 
besonderer Fokus lag in dieser Studie auf der Genauigkeit im unteren Messbereich, da 
dieser in der Frühphase von Meningitiden therapieentscheidende Hinweise gibt. Auch 
eventuelle Abweichungen bei der Analyse von blutigen und nichtblutigen Liquores sollen 
dargestellt werden. 
 
Sowohl der Advia2120 als auch der XE5000 ermöglichen eine Unterscheidung zwischen 
Lymphozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten, die in unserer Studie für den 
direkten Vergleich zwischen Advia2120 und dem XE5000 in polymorphkernige (neutro-
phile Granulozyten) und mononukleäre (Lymphozyten und Monozyten) Zellen zusam-
mengefasst wurden. Dies genügt für klinische Fragestellungen, da bei der 
Liquoruntersuchung am häufigsten eine Unterscheidung zwischen bakteriellen und 
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viralen Infektionen des ZNS verlangt wird (Negrini et al., 2000). Während virale Meningi-
tiden hauptsächlich durch das Vorliegen von mononukleären Zellen charakterisiert wer-
den, imponieren bei bakteriellen Meningitiden dagegen eher viele polymorphkernige 
Zellen. Als Referenz diente das Durchflusszytometer EpicsXL, welches für die 
Leukozytenbestimmung valide Daten liefert. Aufgrund des hohen Zeit- und Kostenauf-
wands ist es für die Routinediagnostik jedoch nicht geeignet. 
Bei der Auswertung der Messergebnisse zeigte der XE5000 eine deutlich bessere Kor-
relation zum Referenzgerät EpicsXL als der Advia2120. Der schlechtere Gesamtkorrela-
tionskoeffizient des Advia2120 erklärt sich dabei aus der Untergruppe der blutigen Li-
quores mit >1500 Erythrozyten pro µl. Der Advia2120 zeigt hier auch unter Einhaltung 
der vom Hersteller geforderten Verdünnungsvorschrift eine schlechte Korrelation zum 
Referenzgerät. Waren bei den Proben keine Verdünnungsschritte nötig, liegt die Korre-
lation zum Referenzgerät sogar geringfügig höher als beim XE5000. Der XE5000 zeigt 
sowohl bei blutigen wie auch bei nicht blutigen Liquores eine gleich bleibend hohe Kor-
relation.  
 
Bei genauerer Betrachtung der Untergruppe „blutiger Liquor“ zeigt sich hinsichtlich der 
Messgenauigkeit und der Vorhersagbarkeit des Messfehlers große Unterschiede zwi-
schen dem Advia2120 und XE5000. Der XE5000 zeigte den Trend PMN zu niedrig und 
MN zu hoch zu bestimmen. Der Advia2120 zeigt eine generelle Abweichung nach oben. 
Besonders bei der Bestimmung der MN fallen die besonders hohen Zellzahlen auf. Eine 
Erklärung hierfür wäre, dass es dem Advia2120 nicht genau genug zwischen Erythrozy-
ten und Leukozyten zu unterscheiden vermag, so dass fälschlich auch Erythrozyten als 
Leukozyten gewertet werden. Da Verunreinigungen mit Erythrozyten eine nicht kalku-
lierbare Fehlerquelle darstellen, konnten wir in unserer Studie mit dem Advia2120 keine 
valide Ergebnisse erzielen. Eine Therapieempfehlung in der Frühphase einer Meningitis 
ist daher nicht möglich. Mit dem XE5000 lässt sich eine Therapieempfehlung ausspre-
chen, da der Messfehler hier kalkulierbarer ist. 
Betrachtet man beim Advia2120 die Gruppe der nicht blutigen Liquores, so zeigt sich ein 
sehr guter Korrelationskoeffizient. Allerdings werden die Zellzahlen in der Gruppe der 
PMN viel zu niedrig, die der MN hingegen viel zu hoch bestimmt werden. Dies lässt die 
Vermutung zu, dass der Advia2120 Leukozyten eher der Gruppe der MN zuweist. Im 
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direkten Vergleich zählte der XE5000 bei den PMN zu wenige, bei den MN zu viele 
Zellen. Da derselbe Trend auch schon in der Gruppe der blutigen Liquores zu beobach-
ten war, vermuten wir einen generellen Messfehler, der nicht durch die Beimischung von 
Erythrozyten begründet ist. Einen Korrekturfaktor für die Verwendung des XE5000, der 
den Messfehler ausgleicht, lässt sich aufgrund des relativ kleinen Probenkollektivs nicht 
ermitteln. Festzuhalten ist, dass der Advia2120 in der Gruppe der nicht blutigen Liquores 
eine gute Gesamtkorrelation zum EpicsXL aufweist - bei der Zuordnung in die Unter-
gruppen PMN und MN weicht er stark vom Referenzgerät ab. Der XE5000 zeigt densel-
ben Trend wie auch bei der Messung blutiger Liquores und bestimmt PMN zu niedrig, 
MN zu hoch.  
 
Generell ließen sich große Unterschiede bei der Unterscheidung in PMN und MN zwi-
schen den Geräten XE5000 und Advia2120 zeigen. Der XE5000 korreliert bei der Be-
stimmung der PMN gut mit dem Messbereich des Referenzgeräts. Der Advia2120 zeigt 
eine schlechtere Korrelation. Auch die Bestimmung der MN bestärkt diese Aussage – 
wobei hier beide Geräte schlechte Korrelationen aufwiesen. In der klinischen Praxis 
bedeutet dies, dass der Advia2120 durch seine falsch hohen Absolutzahlen, bzw. durch 
seine falsche Zuordnung, zu viele virale Meningitiden detektiert. Besondere Vorsicht 
sollte beim Advia2120 gelten, wenn die Proben hohe Erythrozytenzahlen aufweisen. Bei 
unseren Messreihen waren die Abweichungen und Fehlbestimmungen teilweise sehr 
groß. 
 
Neben der fehlerhaften Zuordnung in die Untergruppen der PMN und MN und der Prob-
leme bei der Beimengung von Erythrozyten zeigten sich in unserer Studie für beide 
Geräte große Probleme bei der Zellzählung im Messbereichs bis 20 Zellen pro µl. Vor-
herige Studien bescheinigen dem Advia2120 eine gleich bleibend gute Messgenauigkeit 
ohne Einschränkungen für hohe oder niedrige Zellzahlen (Aune et al., 2004). Das Inter-
vall, aus dem Aune et al. 2004 den Korrelationskoeffizient ermittelt haben ist mit 0-3000 
Zellen zwar schmal – der durchschnittliche Leukozytenwert liegt jedoch mit 56 Zellen/µl 
pro Probe relativ hoch. Eine Differenzierung der Leukozyten in ihre unterschiedlichen 
Untergruppen erfolgte in der Studie von 2004 erst ab 20 Zellen pro µl. Dies ist als kri-
tisch zu bewerten, da gerade im unteren Messbereich bis 20 Zellen pro µl eine Unter-
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scheidung zwischen viralen, bakteriellen und tuberkulösen Meningitiden schwerfällt. 
Zellzahlen von 0-4 Zellen pro µl gelten als normaler unauffälliger Liquorbefund. Virale 
Meningitiden zeigen Zellzahlen mit mehr als 10 Zellen pro µl, tuberkulöse Meningitiden 
mit mehr als 20 Zellen pro µl. Die Differenzierung zwischen PMN und MN ist neben der 
absoluten Leukozytenzahl ein weiteres Differenzialkriterium zur Unterscheidung. 
 
Da die Liquoranalyse den Gesetzen der Binominalverteilung unterliegt, muss gerade bei 
geringen Zellzahlen mit einer größeren Streuung gerechnet werden. Bei Mehrfachmes-
sungen werden Variationskoeffizienten bis etwa 30 % beschrieben (Sindern et al., 
2005). Für sichere Analysen sollten nach Sindern et al. 100-200 Zellen pro µl vorliegen. 
Die von den Herstellern angegebenen Mindestzellzahlen liegen aber in der Regel deut-
lich darunter. Die Herstellerangaben sind deshalb als kritisch zu betrachten. In unserem 
Fall fordern weder der Advia2120 noch der XE5000 Mindestzellzahlen für die Nach-
weisbarkeit. 
Ein weiteres Problem bei der genauen Zellzahlbestimmung besteht darin, dass die ent-
nommenen Proben autolytischen Veränderungen unterliegen. So zerfallen neutrophile 
Granulozyten und Monozyten durch widrige osmotische Bedingungen schon nach kur-
zer Zeit (Kölmel, 2003). Zudem setzt nach zwei Stunden eine Autolyse der Erythrozyten, 
nach 4-6 Stunden sogar eine aktive Phagozytose ein (Storch-Hagenlocher, 2006). Mes-
sungen von Liquorproben nach 1-7 tägiger Lagerung bei Raumtemperatur ergeben 
Abweichungen von 15-30 % der anfänglich gemessenen Zellzahlen (Kleine et al., 2010). 
Dies sind zu den schon erwähnten Fehlerquellen zusätzliche Störfaktoren bei der Zell-
zählung. Da Messfehler bei kleinen Zellzahlen relativ gesehen stärker ins Gewicht fallen, 
ist gerade im frühen Krankheitsstadium eine möglichst kleine Fehlertoleranz bei der 
Zuordnung in PMN und MN wichtig. Sollten hier Fehler gemacht werden, kann das The-
rapiefenster für ein gezieltes Intervenieren überschritten sein. Die Studie Aune et al. 
(2004) spricht hier von Abweichungen von ca. 10 Prozent. Dies deckt sich zwar mit den 
Abweichungen der manuellen Kammerzählung, doch konnten wir im unteren Messbe-
reich deutlich höhere Abweichungen beobachten. Aune et al. machte 2004 keine be-
sonderen Aussagen über den unteren Messbereich.  
In unserer Studie zeigten 47 Proben Zellzahlen unter 20 Zellen pro µl. Der XE5000 zeigt 
im Zellbereich unter 20 Zellen pro µl eine schlechte Korrelation zum EpicsXL, der 
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Advia2120 zeigt gar keine Korrelation. Der X5000 hat im unteren Messerbereich die 
Tendenz  Zellen zu niedrig zu bestimmen. Dies ist als kritisch zu betrachten, da im unte-
ren Messbereich fehlerhafte Messungen relativ gesehen stärker ins Gewicht fallen.  
Bei genauerer Analyse des unteren Messbereichs und um eine Vergleichbarkeit zwi-
schen Referenzgerät und dem Advia2120 sowie dem XE5000 zu ermöglichen, wurde 
der Messbereich bis 20 Zellen pro µl in 3 weitere Unterbereiche unterteilt. Die erste 
Gruppe bildet die Gruppe von 0-4 Zellen pro µl. Proben mit Zellzahlen von 5-9 Zellen pro 
µl und von 10-19 pro µl bilden die anderen zwei Gruppen. Gerade in der Gruppe, in den 
der EpicsXL 10-19 Zellen pro µl detektierte, zeigten sich besondere Abweichungen. Von 
den 18 Proben in dieser Gruppe wiesen beim XE5000 nur 3 Proben ähnliche Zellzahlen 
auf. Siehe hierzu auch Tabelle 6 im Ergebnisteil. 10 Proben wurden zu niedrig bestimmt, 
2 Proben wurden vom Gerät sogar als unauffällig (0-4 Zellen pro µl) eingestuft. Beim 
Advia2120 wurden 4 Proben als unauffällig eingestuft (0-4 Zellen pro µl), 6 Befunde 
waren dem Graubereich (5 bis 9 Zellen pro µl) zugeordnet. Der Kliniker macht einen 
Therapiebeginn aber gerade in diesem niedrigen Messbereich von der absoluten Anzahl 
abhängig.  
Des Weiteren fiel in diesem Zusammenhang besonders auf, dass der XE5000 8 Mal 0 
Zellen detektierte, obwohl vom EpicsXL zwischen 1-10 Zellen pro µl gemessen wurden. 
Beim Advia2120 wurden in 5 Proben 0 Leukozyten detektiert, obwohl vom EpicsXL 1-6 
Zellen pro µl nachgewiesen wurden. Hieraus ergibt sich ein weiterer Anhaltspunkt, dass 
beide Geräte im unteren Messbereich therapierelevante hohe Abweichungen vom tat-
sächlichen Ergebnis liefern.  
 
Sollte sowohl der Advia2120 als auch der XE5000 einen blinden Bereich haben, sind 
Therapieempfehlungen in der frühen Krankheitsphase nur eingeschränkt möglich. Pati-
enten mit einer beginnenden Meningitis würden einen falsch negativen Befund erhalten. 
Aus medizinischer Sicht wäre eine Kontrollpunktion und erneute Bestimmung der Leu-
kozytenzahl im Anfangsstadium der Erkrankung zu empfehlen. Um dies allerdings ab-
schließend beurteilen zu können, sollten weitere Messungen im unteren Messbereich 
mit wesentlich höheren Probenkollektivzahlen durchgeführt werden. 
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Zusammenfassend heißt dies, dass weder der XE5000, noch der Advia2120 als alleini-
ges Kriterium benutzt werden sollten, eine eventuelle antivirale oder antibakterielle The-
rapie zu beginnen. Zwar bestätigen frühere Publikationen dem Advia2120 auch für den 
Messbereich bis 10 Zellen pro µl eine gute Korrelation (Aune et al. 2004), dennoch wur-
de bereits in dieser Publikation darauf hingewiesen, dass erhöhte Erythrozytenzahlen 
über 1500 Zellen pro µl die Zahl der neutrophilen Granulozyten anheben. Die Empfeh-
lung lautete, die Inkubationszeit des CSF-Reagenz von 4 auf 10 Minuten anzuheben. 
Spätere Publikationen weisen darauf hin, dass das CSF-Reagenz die Leukozytenzahl 
um ungefähr die Hälfte im Vergleich zur Kammerzählung absenkt (Kleine et al. 2010). 
Unsere Messungen bescheinigen dem Advia2120 eine schlechte Korrelation für die 
Gruppe der blutigen, aber auch für die Gruppe der nicht blutigen Liquores. Im Messbe-
reich bis 20 Zellen pro µl konnten keine ausreichend validen Zellzahlen bestimmt wer-
den. Eine korrekte Zuordnung zu den Gruppen der PMN und MN gelang nicht.  
Auch der XE5000 zeigt Schwächen im Zellzahlbereich bis 20 Zellen pro µl. Allerdings 
müssen hier die Proben nicht aufbereitet werden. Der Einfluss der Erythrozyten ist darü-
ber hinaus vernachlässigbar. Bei der Differenzierung in PMN und MN zeigten sich zwar 
deutliche Abweichungen zum Ergebnis des EpicsXL, da die zu geringen Zellzahlen bei 
den polymorphkernigen Zellen der Gruppe der mononukleären Zellen zugeordnet wer-
den. Allerdings handelte es sich um eine über alle Proben einheitliche Abweichung, die 
in eine therapeutische Entscheidung mit einbezogen werden könnte. Zur Ermittlung 
eines festen Korrekturfaktors sollten noch weitere Messungen gemacht werden.  
Aufgrund der schlechten Korrelation bei der Leukozytendifferenzierung wie auch durch 
die schlechten Korrelation bei der Zellzahlbestimmung im unteren Messbereich muss 
das Ergebnis der Liquoranalyse im Frühstadium einer Erkrankung angezweifelt werden. 
Um klinisch verwertbare Aussagen machen zu können, bzw. eine Therapieempfehlung 
auszusprechen, sind daher mehrere Kontrollmessungen nötig. Ebenso sollten dem 
Verlauf von Zellzahlen besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden.  
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5. Zusammenfassung 
Die Analyse des Liquores bei der Diagnostik von Entzündungsgeschehen im zentralen 
Nervensystem gehört zu den unverzichtbaren Standartuntersuchungen. Trotz fortschrei-
tender Automatisierung wird immer noch auf die Kammerzählung als Goldstandart zu-
rückgegriffen. Aufgrund des Einflussfaktors Mensch und der relativ kleinen Liquormenge 
von 3,2 µl kann diese Messung jedoch keine gleich bleibenden validen Daten liefern. Ein 
großes Problem stellt die Beimischung von Erythrozyten und das Antrocknen der Probe 
in der Zählkammer dar. Die Anforderungen an valide automatisierte Analysegeräte wer-
den unter dem Gesichtspunkt des Zeit- und zunehmenden Kostendrucks weiter steigen. 
Bisherige Geräte zeigen zum Teil schlechte Korrelationen im Vergleich zur Kammerzäh-
lung. Der im Zentrallabor der Universitätsklinik Bonn eingesetzte Advia2120, dem bishe-
rige Studien ein gute Korrelationen zur Zellkammerzählung bescheinigten, fordert bei 
Blutbeimengung von >1500 Erythrozyten pro µl Verdünnungen. Diese stellen eine Feh-
lerquelle dar und sind zeit- und personalintensiv. Die Firma Sysmex stellt mit dem 
XE5000 ein Gerät vor, das keine Aufarbeitung blutiger Liquorproben benötigt. Der 
Advia2120 fordert 300 µl zur Probenanalyse, der Sysmex XE5000 130 µl Liquor. Der 
Sysmex XE5000 könnte eine Alternative zum Advia2120 darstellen.  
Für die jetzige Studie lag der Fokus insbesondere auf der Differenzierung in poly-
morphkernige und mononukleäre Zellen, sowie auf der Bestimmung der Leukozytenzah-
len im unteren Messbereich. Beide zusammen geben in der Frühphase von 
Meningitidentherapie entscheidende Hinweise. Besondere Aufmerksamkeit soll der 
Bestimmung blutiger Liquores geschenkt werden, da Verunreinigungen mit Erythrozyten 
ein häufiges Störsignal darstellen. Die Liquorproben wurden daher zunächst sowohl im 
Advia2120 als auch im XE5000 gemessen. Als Referenzgerät dient das 
Durchflusszytometer EpicsXL der Firma Beckman Coulter (Krefeld), das Zellen mittels 
Streulicht und nach Anfärbung mittels immunchemischer Fluoreszenzeigenschaften 
differenziert. Ein Einsatz in der Routine ist wegen des hohen Zeit- und Kostenaufwandes 
nicht möglich.  
Es konnte gezeigt werden, dass der XE5000 verglichen mit dem Advia2120 eine deut-
lich bessere Korrelation zum Referenzgerät EpicsXL aufweist. Probleme zeigte der 
Advia2120 vor allem bei der Bestimmung blutiger Liquores. Waren bei den Proben keine 
Verdünnungsschritte nötig, liegt die Korrelation zum Referenzgerät sogar geringfügig 
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höher als beim XE5000. Der XE5000 zeigt sowohl bei blutigen wie auch bei nicht bluti-
gen Liquores eine gleich bleibend hohe Korrelation. Bei der Differenzierung in poly-
morphkernige und mononukleäre Zellen zeigte der Advia2120 Schwächen bezüglich 
Messgenauigkeit und Vorhersagbarkeit des Messfehlers.  
Für die klinische Praxis bedeutet dies, dass der Advia2120 durch seine falsch hohen 
Absolutzahlen, bzw. durch die falsche Zuordnung, zu viele virale Meningitiden detektiert. 
Der XE5000 erfordert keine Probenvorbereitung und liefert bessere Korrelationen. Ge-
nerell muss bei beiden Geräten aufgrund der schlechten Korrelation im unteren Messbe-
reich das Ergebnis der Liquoranalyse im Frühstadium der Erkrankung angezweifelt 
werden. Der einmaligen Zellzahlbestimmung darf kein allzu hoher Stellenwert beige-
messen werden. Die Studie unterstreicht die Wichtigkeit von weiteren Kontrollmessun-
gen und Zellzahlverläufen, sowie deren Einordnung in das klinische Bild. 
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6.3 Gesamtstatistik 
 
    Leukozyten PMN MN 
Nr. Probe XE5000 Advia EpicsXL XE5000 Advia EpicsXL XE5000 Advia EpicsXL 
1 2903078 188 284 202 169 168 166,650 19 117 25,513 
2 2952838 30 60 18 30 30 17,478 0 40 0,031 
3 2916018 12 4 20 8 0 19,480 4 4 0,792 
4 2820780 50 46 52 8 1 19,032 42 45 27,300 
5 2900888 197 1620 179 134 1470 121,720 63 150 45,842 
6 2884405 3 3 4 0 1 3,412 3 3 0,447 
7 2949041 37 25 40 9 0 18,400 28 25 18,668 
8 2856570 1 2 9 0 0 7,281 1 0 1,287 
9 2945937 0 0 11 0 0 10,252 0 0 0,199 
10 2974423 12 7 4 3 1 3,444 9 6 0,590 
11 2904188 2 15 8 1 9 7,280 1 6 0,766 
12 2992404 6 3 5 1 0 3,850 5 3 0,836 
13 2964058 1 1 7 1 1 6,685 0 0 0,466 
14 2992264 0 1 1 0 1 0,960 0 0 0,049 
15 2978618 2 1 4 1 0 3,380 1 1 0,589 
16 2992413 2 1 3 2 1 2,448 0 1 0,272 
17 2964589 0 0 2 0 0 1,930 0 0 0,071 
18 2993584 6 6 11 6 0 10,351 0 5 0,559 
19 2978602 0 0 4 0 0 3,728 0 0 0,256 
20 2996821 247 313 238 33 30 42,364 214 283 176,453 
21 2998823 3 2 3 2 1 2,481 1 2 0,470 
22 2964587 1 0 6 1 0 5,790 0 0 0,263 
23 2993715 159 210 120 86 140 116,400 73 70 3,972 
24 2974527 2 1 3 1 0 2,874 1 1 0,121 
25 3000738 8 4 11 4 0 8,976 4 4 1,552 
26 2985919 22 5 13 6 1 11,297 16 4 1,119 
27 2992168 6 5 11 2 0 7,194 4 1 3,278 
28 3006965 21 60 35 15 40 26,040 6 10 5,884 
29 2993855 0 0 2 0 0 1,648 0 0 0,218 
30 2993547 2 6 3 1 0 2,292 1 5 0,520 
31 2993534 213 111 141 146 54 134,091 67 60 7,967 
32 2993535 500 17000 479 370 12000 414,335 130 4000 30,369 
33 2985910 7 5 10 3 1 8,600 4 1 1,293 
34 2951626 144 200 226 109 150 153,906 35 50 60,500 
35 2993645 66 250 61 41 200 45,140 25 50 9,138 
36 2993648 8 16 12 5 6 10,476 3 10 0,971 
37 2964041 136 181 175 42 25 56,350 94 156 114,170 
38 2906383 3 5 3 0 2 2,625 3 3 0,353 
39 2993660 142 138 188 123 60 183,488 19 78 6,618 
40 2951632 267 1580 313 246 1530 287,021 21 50 23,131 
41 2993659 310 800 275 208 600 232,375 102 200 28,875 
42 2998839 214 2300 240 78 500 126,000 136 1800 111,240 
43 3043865 75 115 99 48 63 60,093 27 52 35,690 
44 3042803 300 1390 307 36 1010 60,786 264 380 247,012 
45 3042804 219 3180 230 177 2600 211,140 42 580 9,821 
46 3042862 625 320 49 22 200 36,064 603 120 4,616 
47 3042833 612 670 645 245 310 116,100 367 370 531,480 
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48 3042844 65 43 11 10 11 8,437 55 32 1,741 
49 3004303 27 40 30 14 15 26,340 13 25 3,870 
50 3025053 280 400 281 210 300 246,718 70 100 36,165 
51 3015775 2 3 4 1 1 3,832 1 2 0,129 
52 3045987 46 40 44 1 1 9,592 45 40 33,739 
53 3045969 4 5 8 1 1 5,664 3 4 1,366 
54 2986523 9 20 10 5 10 8,990 4 2 1,092 
55 3041842 2761 3500 3007 2477 2800 2730,356 284 600 269,127 
56 3062271 14 10 5 8 10 4,405 6 0 0,682 
57 3037131 298 1100 292 203 600 215,496 95 500 54,020 
58 3043756 121 120 153 89 90 125,613 32 40 30,585 
59 3060930 167 3070 211 124 2970 161,837 43 100 48,488 
60 3039168 0 10 10 0 0 8,690 0 0 0,881 
61 3043758 2 5 3 0 2 2,718 2 3 0,236 
62 3041613 27 89 92 18 23 55,752 9 66 33,129 
63 3042548 26 160 107 14 60 64,735 12 100 32,089 
64 3037322 808 1790 1159 724 1570 1092,937 84 220 58,645 
65 3041641 219 730 695 178 477 627,585 41 253 83,678 
66 3037414 9 7 13 5 0 10,686 4 7 1,314 
67 2650568 5 4 6 3 0 5,424 2 4 0,532 
68 3037385 8 9 7 1 0 5,670 7 9 1,344 
69 3069880 1175 1184 1164 1098 970 1148,868 77 214 20,254 
70 3016944 7 4 13 1 1 11,804 6 3 0,828 
71 2951213 248 128 199 245 36 191,637 3 92 5,134 
72 3035004 9 4150 13 2 20 9,516 7 4130 2,535 
73 3041524 13 16 16 9 3 13,088 4 13 2,368 
74 2837639 25 49 46 19 33 40,756 6 16 5,120 
75 3080683 166 1370 293 138 960 264,872 28 410 14,855 
76 3016518 362 495 536 59 3 42,290 303 492 477,576 
77 3069593 182 346 355 176 193 329,085 6 153 16,756 
78 3069594 85 410 283 56 247 276,491 29 163 5,575 
79 3016893 147 3210 840 104 1450 816,480 43 1760 2,688 
80 3016896 534 2900 353 365 1100 339,233 169 1700 0,918 
81 3069601 212 270 183 197 0 167,079 15 270 7,046 
82 3064600 4662 9860 5666 4314 9550 5603,674 348 310 79,324 
83 3025978 30 2 3 27 1 2,964 3 2 0,011 
84 3064745 13 9 13 1 0 10,127 12 9 2,438 
85 3071048 5 3 10 2 0 9,260 3 3 0,776 
86 3020752 0 1 3 0 0 2,877 0 1 0,023 
87 3064743 16 10 18 3 1 13,878 13 9 2,293 
88 3105666 25 1108 29 10 100 23,316 15 1008 4,025 
89 2960805 3 7 2 3 1 1,778 0 6 0,197 
90 2960806 3 1 3 1 0 2,865 2 1 0,135 
91 3105873 173 1170 87 112 70 83,172 61 1100 2,088 
92 3105863 49 78 42 40 6 38,010 9 72 2,596 
93 3061165 0 2 2 0 0 1,888 0 2 0,046 
94 3014951 8 3 6 5 1 5,826 3 2 0,160 
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